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L' Association a but scientifique dite : 

INSTITUT INTERNATIONAL DE PATHOLOGIE CELLULAIRE ET 

MOLECULAIRE 

a Bruxelles (Belgigue) 



Nouvelles formes pharmaceutiques, leur preparation et les 
compositions qui les contiennent. 
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La presente invention concerne de nouvelles formes 
pharmaceutiques d'un principe actif, leur preparation et lcs 
compositions qui les contienncnt. 

Un medicament ou une drogue, pour exercer son effet, 
doit pouvoir pSnStrer dans la cellule appropriee appelfie 
cellule cible. Generalement cette penetration s'effectue 
par diffusion du medicament ou de la drogue a travers la 
paroi cellulaire. Dans ces conditions, il s'Stablit un 
Squilibre entre la concentration du principe actif dans la 
cellule et la concentration dans le milieu extSrieur. Par 
ailleurs, le medicament ne pendtre pas toujours selectivcment 
dans les cellules cibles sur lesquelles il doit agir et, 
par son action sur les cellules saines, le medicament peut 
exercer des effets secondaires nefastes qui peuvent nuire 
a son utilite. 

Un autre mode de penetration intracellulaire est 
base" sur un mecanisme endocytaire au cours duquel les 
macromol6cules sont incluses dans des vacuoles formees par 
1 ' invagination de la membrane cellulaire avant de fusionner 
avec les lysosomes. 

Ce m6canisme endocytaire dont la preponderance 
depend du type cellulaire peut etre utilise en therapeutique 
pour augmenter la selectivity des agents th6rapeutiques 
vis-a-vis des cellules susceptibles de ce mecanisme. 

Pour que l'agent therapeutique ait une taille 
suffisante pour participer a ce mecanisme endocytaire, il 
est possible de lier le principe actif a une macromolScule , 
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2. 



telle qu'une protSine, qui sera designee sous le nom de vecteur. 
Pour que le medicament puissc exerccr en totalite ou en partie 
ses effets, il est necessaire qu'il soit libcrS a l'interieur 
ou au voisinagc immcdiat de la cellule cible. En d'autres 
termes, la combinaison principe actif -vecteur ou drogue-vecteur 
doit rSpondre aux trois criteres suiv'ants : 

1) etre stable dans la circulation sanguine avant d'atteindre 
les cellules cibles, 

2) etre dissociee ou scind€e dans les cellules cibles ou dans 
leur voisinage immSdiat, 

3) etre capable de regenSrer la drogue sous sa forme active. 

Pour que le premier de ces criteres soit satisfait, 
il est nlcessaire que le lien entre la drogue et le vecteur 
soit de nature covalente, et que ce lien covalent resiste aux 
hydrolases prgsentes dans le slrum. 

La combinaison drogue-vecteur penetrant dans les 
cellules cibles par un mecanisme essentiellenent endocytaire, 
il est necessaire de tenir compte des proprietes des lysosomes 
pour satisfaire au second critere. En effet, le lien entre 
la drogue et le vecteur peut etTe coupe soit chimiquement en 
milieu acide soit enzymatiquement au moyen des hydrolases 
acides des lysosomes. Mais encoTe faut-il, compte tenu du 
troisieme critere, que la drogue soit liber6e sous sa forme 
active. II a ete constat€ qu'un tel resultat ne peut pas 
etre obtenu si le principe actif est lie directenent a la 
macromolScule . 
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II a etg trouve, et c'est ce qui fait l'objet de la 
presente invention, qu'on peut obtenir un medicament qui 
posscde les caracteristiques dgsirces, si on intercale un lien 
temporaire dSsigne par le terme "bras",entre la drogue et le 
vecteur. 

La pr6sente invention concerne les nouvelles forr.es 
pharmaceutiques d'un principe actif qui peuvent etre schemati- 
quement representees par : 

Vecteur - Bras - Drogue (1) 

leur procSde de preparation et les compositions qui les 
contiennent. 

Selon l 1 invention, la "drogue" est constitute par 
un principe actif qui agit intracellulairement et qui contient 
dans sa molicule une fonction amine libre. A titre d'exempies 
de drogues a fonction amine libre peuvent etre citees des 
anthracyclines ayant une activite antitumorale , telles que 
la daunorubicine ou la doxorubicine, ou des quinoleines ayant 
des proprietes antimalariques , telles que la primaquine. 

Selon 1' invention, le "bras" est de nature peptidique 
et il contient, de preference, 4 aminoacides. II est 
particulierement important que 1 1 aminoacide , li€ I la fonction 
amine libre de la "drogue" par sa fonction carboxylique, 
comporte un carbone asymetrique et possedc la configuration L 
car les peptidases ou les hydrolases lysosomial e's ne coupcr.t 
que les liaisons peptidiqucs en a d'un carbone asymStriquc. 



Copied from 09879443 on 07/21/2004 



D'un interet tout particulier pour remplir cctte fonction 
est la L-leucine. Par cxemple, pnrmi lcs derives de la 
fonction amine des anthracyclines antitumorales, telles que 
la daunorubicine il a 6te montrl que la N-L leucyl- 
daunorubicine est le produit qui, dans les conditions de la 
digestion lysosomiale libere la quantite la plus importante 
de daunorubicine. Ainsi apres 2 heures d'hydrolyse a pH 6,0, 
la N-L leucyl-daunorubicine fournit 40 I de daunorubicine libre. 

Si le bras entre la daunorubicine et le vecteur est 
une L-leucine, apres 24 heures d'hydrolyse a pH 6,0 du produit 
vecteuT-bras-drogue par des enzymes lysosomiaux purifies, 
IS l de la drogue va etre liberee sous forme de daunorubicine 
libre. De plus, un taux de liberation de la "drogue" libre 
beaucoup plus important est obtenu lorsque le nombre des 
aminoacides constituant le "bras" peptidique augmente et il 
peut atteindre 78 % lorsque le peptide intermediate est 
. constitue par 1 • enchancement de 4 aminoacides. Ainsi selon 
1« invention, le "bras" intermediaire est de preference 
represents par 1 1 enchainement : 



dans lequel L-Leu est lie par sa fonction carboxylique a 
fonction amine de la drogue et X Tepresente 1, 2 ou 3 am: 
identiques ou differents, choisis parmi la L-alanine, la 
glycine et la L-leucine. 
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D'un interet tout particulier sont les "bras" 
peptidiques L-ala-L-leu, L-ala-I.-leu-L-ala-L-leu , (L-ala) 3-L-leu , 
L-ala-L-leu-gly-L-leu, gly-L-leu-gly-L-leu; parr.ii ceux-ci 
1' enchainement (L-ala-L-leu) n clans lcquel n est egal a 1 ou 2 
convient particulierement bien. 

Selon l'invention, le "vecteur" est une ir.acronolScule 
qui peut etre endocytSe selectivement par les cellules cibles. 
De preference la macromolecule est une proteine dont la nature 
est liSe a l'action recherchSe de la "drogue". Par exemple, 
dans le cas des dirivSs des anthracyclines antitumorales , la 
s6rum albumine bovine (BSA) , la fgtuine ou 1 ' immunoglobuline 
peuvent Stre avaritageusement utilisees. Dans le cas des 
quinoleines antimalariques , il est particulierement interessant 
d'utiliser 1 ' asialof etuine qui est un vecteuT allant sp6cifi- 
quement dans les hSpatocytes ou se trouvent les parasites. 

Selon l'invention, les nouveiles formes pharmaceu- 
tiques peuvent etre obtenues par action d'un produit de formule 
ginerale : 

X - L-leu-Drogue (II) 

dans laquelle le terme "Drogue" et le symbole X sont definis 
conraie pr£cedemment sur une proteine dans les conditions 
habituellement utilisees pour creer une liaison peptidique 
entre la fonction amine libre de 1 ' aminoacide terminal du 
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produit de formule genfirale (II) et les fonctions acides libres 
de la protgine. 

Le "bras" peut egalement etre accroche aux fonctions 
amines libres de la proteine aprSs succinylat ion de la fonction 
amine libre de l'aminoacide terminal du produit de formule 
genSrale (II). 

Gen6ralement , la reaction s'effectue dans un milieu 
tamponng convenable tel qu'un milieu au tampon phosphate 
(Phosphate Buffer Saline ou PBS) en presence d'un agent de 
condensation tel qu'un carbodiimide comme 1' ethyl -1 (dimSthyl- 
amin.-o-3 propyl) -3 carbodiimide a une temperature comprise 
entre 0 et 30°C. II est particulierement avantageux d'operer 
en 1' absence de lumiere. 

La nouvelle forme pharmaceutique selon 1* invention 
est separSe du melange reactionnel selon les mgthodes physiques 
ou physicochimiques telles que la chromatographic sur un suppor 
approprii . 

Le produit de formule gSnerale (II) peut etre obtenu 
par condensation d'un aminoacide convenable ou d'un peptide 
sous forme acide dont les fonctions amines. sont protegees avec 
une drogue portant une fonction amine libre ou un derive de 
cette drogue portant une fonction amine libre en presence d'un 
agent de condensation selon les raethodes habituelles utilisees 
en chimie peptidique. 
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De pr6f6rence, on r6alise d'abord la condensation 
de la L leucine dont la fonction amine est protcg6e sur la 
"drogue" puis la condensation successive des aminoacides 
destines a constituer le bTas sur la N-'L-leucyl-"Drogue M . 

Comme agent de condensation, on utilise plus 
particulierement un carbodiimide dans un solvant organique 
tel que le dimSthyl-f ormamide , le chloruTe.de methylene ou 
l'acgtonitrile. La fonction acide de l'aminoacide peut aussi 
etre activee sous forme d' ester avec le N-hydroxysuccinimide 
ou sous forme d 1 anhydride mixte. 

Les grouperaents protectcurs des fonctions amines 
sont des groupements de type acyle (formyle) ou urethane 
(benzyloxycarbonyle ,tertiobutyloxycarbonyle) ou arylalcoyle 
(trityle) . Ces groupements peuvent ensuite etre 61imines dans 
des conditions qui ne doivent pas detruire la liaison peptidique 
formee. Par exemple, lorsque la fonction amine est prot€gee 
par un radical trityle, ce gToupement protecteur peut etre 
elimine par hydrolyse en milieu acide. 

Les nouvelles formes ' pharmaceutiques selon 1' invention 
sont particulierement utiles pour permettr.e une action 
s61ective dans le domaine d'activite de la drogue de base. 
L' action des nouveaux medicaments 6tant plus specif ique, ie 
m§me effet sera obtenu avec quantite plus faible de drogue; 
par ailleurs, les effets secondaires nefastes pourront etre 
fortement att^nues sinon supprimes grace a la moindre 
dissemination de la drogue en dehors des cellules cibles. 
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Les exemples suivants, donnes a titre non limitatif, 
montrent comment 1' invention peut etre mise en pratique. 

Les nouveaux produits selon 1' invention prcscntent 
des propriStes particulierement interessantes . 

Ainsi les produits pour lesquels la drogue est la 
daunorubicine inhibent, in vitro, la croissance des cellules 
cancgreuses, telles que les cellules de la leucemie L1210 dans 
un milieu approprie. Par exemple, apres 72 heures de culture, 
la BSA-SUCcinyl-L-ala-L-leu-L-ala-L-leu-daunorubicine, a une 
concentration voisine de 10 yg/cm 3 provoque 90 % d 1 inhibition 
de la croissance des cellules de leucemie L1210. 

Les produits selon 1' invention pour lesquels la 
drogue est la primaquine provoquent, lorsqu'ils sont administrSs 
par voie intraveineuse a des doses comprises entre 10 et 30 nig/kg, 
a des souris infestees paT Plasmodium berghei, une augmentation 
du temps de survie superieure 3 400 % par rapport aux "temoir.s 
non traites . 

EXEMPLE 1 . 

a) Preparation de la L alanyl-L leucyl - L alanyl - L leucyl - 
daunorubicine. 

A une solution glade de 1 g de daunorubicine 
(1,77 mmoles) dans 200 cm J de tampon borate a pH 10,2, agitSe 
sous azote, on ajoute une solution de 3 20 mg de K-carboxyanhydride 
de L leucine (2,04 mmol) dans 10 cm J d' acetone 3 -10°C. 
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Apres 5 minutes d 1 agitation , le pH est amene a 3,5 par addition 
d'acide sulfurique 6 N puis, apros 15 minutes, le melange 
reactionnel est neutralise par addition de soude 1 N. La 
solution est extraite par 150 enf* de chloriire de methylene. 
La phase organique est sechee sur sulfate de sodium. Aprcs 
filtration et concentration a sec sous pression reduite (20 mm 
de raercure) a une temperature inf6rieure SO°C, le produit est 
purifie" par chromatographic sur 60 g de silice en €luant avec 
un mSlange chlorof orme-methanol (95-5 en volumes) . On obtient 
ainsi, apres evaporation du solvant, 690 mg de N-L leucyl- 
daunorubicine qui, par addition de la quantitg theorique d'acide 
chlorhydrique, fournit 715 mg de chlorhydrate de L leucyl- 
daunorubicine fondant a 201°C avec decomposition. 

A une solution agitee de 677 mg de L leucyl-daunoru- 
bicine (1 mmole) dans 16 cm^ de dimcthylf ormamide , on ajoute 
49S mg de N-trityl-L alaninate de N-hydroxysuccinimide (2,12 
mmoles) et 0,140 cm" 5 de triethylanine . Le melange reactionnel 
est agitS pendant 24 heures a une temperature voisine de 20°C. 
Apres evaporation du solvant, le residu est dissous dans 10 cm' 3 
d'un melange chlorof orme-methanol (99-1 en volumes), puis filtre 
sur une colonne de 45 g de gel silice. On obtient, apres 
evaporation du solvant, 450 mg de N-trityl L alanyl-L leucyl- 
daunorubicine. Ce produit est traite a froid par une solution 
d'acide aegtique a 75 *. , puis la solution est neutralised par 
addition d'ammoniaque 12 N. Aprcs extraction par le chlorof orne, 
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s€chage sur sulfate de sodium, filtration et evaporation du 
solvant, formation du chlorhydrate ct filtration du triphenyl- 
carbinol, on obtient 470 nig de chlorhydrate de L alanyl - L 
leucyl-daunorubicine fondant a 205 °C avec dd-composition . 

On dissout 250 mg de chlorhydrate de L alanyl-L 
leucyl-daunorubicine dans . 6 cm 0 de dimethyl forr.ianide puis 
on ajoute 0,046 cm 3 de tr i€thylamine et 166 mg de N-trityl 
L leucinate de N-hydroxysuccinimicle . En operant comme 
prScedemment pour la prSparation de la L alanyl - L leucyl- 
daunorubicine, on obtient 130 mg de chlorhydrate de L leucyl- 
L alanyl-L leucyl-daunorubicine fondant a 170°C avec 
dScomposition . 

On dissout 98 mg de chlorhydrate de L leucyl-L 
alanyl-L leucyl-daunorubicine dans 5 cm" 5 de dimethylformamide . 
On ajoute 0,016 cm* de triethylamine et 57 mg de N-trityl 
L alaninate de N-hydroxysuccinimide . En operant comme 
precedemment pour la preparation de la L alanyi-L leucyl- 
daunorubicine, cn obtient 65,5 mg de chlorhydrate de L alar.yl- 
L leucyl - L alanyl- L leucyl-daunorubicine fondant a 217°C 
avec dScomposition. 

b) Couplage avec la serum albumine bovine. 

A 8 mg de chlorhydrate de L alanyl-L leucyl-L 
alanyl-L leucyl-daunorubicine en solution dans 2 cm d'eau 
distillee, on ajoute 100 mg de sSrum albumine bovine en 
solution dans 3 cm 3 de tampon phosphate (Phosphate r.uffcr 
Saline, PBS) . 
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Le mSlange est conserve pendant 15 heures a 
1'obscuritS, a une temperature voisine de 20°C, puis la 
solution est filtree sur une colonne de 150 cm 3 de Biogel 
P-100 en eluant avec du tampon phosphate -(Phosphate Buffer 
Saline, PBS). 

La premiSre fraction (14 cm J ) qui correspond au 
produit couple, est filtree sur une colonne contenant l.g de 
Parapak Q (Waters) afin d'Sliminer les traces eventuelles' 
de drogue fixee de facon non covalente. La solution est 
st6rilisee par filtration sur filtre Millipore 0,2 v et elle 
est conservee a 20°C. 

On obtient ainsi une solution contenant SO vg de 
"drogue par cm 3 et 3 mg de serum albumine bovine par cm . 

EXEMPLE 2 . 

a) Succinylation.de la N-L-alanyl-L-leucyl-L-alanyl-L-leucyl- 
daunorubicine . 

On dissout 130 mg de chlorhydrate de N-L-alanyl-L- 
leucyl-L-alanyl-L-leucyl-daunorubicine (0,139 mmoles) dans 
15 cm 3 d'eau bidistillee. 

On ajoute 2 fois 14 mg d' anhydride succinique 
(2 fois 0,14 mmoles) par petites fractions, tout en maintenant 
le pH a 7,5 par addition de soude 1 N. 
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12. 

A la fin de la. reaction, le pH du melange reactionnel 
est ajuste a 5,5 puis on extrait lc produit forme par 3 fcis 
20 cm 3 de chlorof orme. La phase organique est lav6e soigneu- 
sement 3 fois a 1 ' eau bidistillee, puis s.echec sur sulfate 
de sodium. 

Apres evaporation de la phase organique, on obtient 
100 mg de poudre rouge (rendement 72 %) qui est mise en 
suspension dans 20 cm 3 d'eau. On ajoute 1 cm 3 d'une solution 
de soude 0,1 N. La solution ainsi obtenue est lyophilisSe. 
On obtient ainsi '°3 mg de sel de sodium de la succinyl-L-ala- 
L-leu-L-ala-L-leu-daunorubicine . 

b) Couplage avec la serum albumine bovine 

On dissout 8,7 mg de succinyl-alanyl-leucyl-alanyl- 
leucyl-daunorubicine dans 2 ml d'eau bidistillee et on ajoute 
100 mg de serum albumine bovine dissoute dans 2 ml de PBS et 
10 mg de carbodiimide soluble [ l-Sthyl-3- (3-dimethylamino- 
propyl)-carbodiimide, Pierce Chem. , USA] dissous dans 1 ml 
de PBS. Le melange est agite lentement 3 4°C pendant 16 h 
a l'abri de la lumiere puis la drogue couplee est separee 
de la drogue libre par tamisage moleculaire sur une colonne 
de Biogel P-100 (Biorad Laboratories, USA). Le premier pic 
SluS contient 12,6 yg drogue/ml et est recupere dans un 
volume de 46 ml. Ce qui donne un rendement de couplage de 
16,9 % et un rapport molaire drogue/proteine de 1,4 ml. La 
solution est filtree sur Millipore 0,2 v et conservee a 4°C. 



Copied from 09879443 on 07/21/2004 



EXEMPLE 3 . 



1. Preparation de la L leucyl-primaquine. 

a) On agite pendant 24 heures un melange de 600 mg de primaquine 
(2,521 mmoles) et de 1,5 g de f luorcr.ylm6thoxycarbony 1 L leucinate 
de N-hydroxysuccinimide (3,3 6 mmoles) dans 15 era 3 de diraethylf orma- 
mide. L 1 evolution de la reaction est suivie par chromatographic 
en couche mince. Lorsque la reaction est terminee le solvant est 
evapor6 sous pression reduite. Le rdsidu obtenu est purifie 
par chromatographic sur silicagel en Sluant par des melanges 
chlorof orme-m6thanol contenant progressivement de 1 a 10 % de 
methanol et enfin par un melange chlorof orme-methanol-anmoniaque 
concentred (900-100-S en volumes). L'eluat est recupSre en une 
s6rie de fractions qui sont examinees en chromatographic de couche 
mince, par rapport a des 6talons apres detection dans l'ultra- 
violet . 



amine de la L leucine est effectuee au moyen de piper idine. Le 
nrScipiti obtenu est sSparc par filtration et le filtrat est 
neutralise a pH 7 par une solution d'acide chlorhydrique N. La 
L leucyl-primaquine est extraite par du chloroforme (200 cm°) . 
La phase organique est sdchee sur sulfate de sodium. Apres 
filtration et concentration sous pression reduite (20 mm de 
mercure) , on obtient 647 mg de L leucyl-primaquine. A 647 mg 
de L leucyl-primaquine (1,74 mmoles) , on aioute 3,4S cm J d'acide 
chlorhydrique 1 N. On obtient ainsi une solution de dichlorhydrate 
dc L leucyl-primaquine. 



L 1 elimination du group.ement protecteur de la fonction 
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14 . 

b) A une solution de 7,68 g de primaquine (0,050 mole) dans 
125 cm 3 de chloroforme sec refroidic 5 0°C on ajoute, goutte ?. 
goutte, 4,65 g de N-carboxyanhydride de L leucine (0,030 mole) 
dans 50 cm 3 d' ether sec. La reaction est complete en 30 minutes. 
Apres evaporation du solvant, le produit est purifig par 
chromatographic . On obticnt uin.si C,7 g de L leucyl-prinaquir.e . 

2. Preparation de la L alanyl-L leucyl-primaquine. 

On agite un melange de 4 g de L leucyl-primaquine 
(10,75 mmoles) et de 4,65 g de trityl L alaninate de N'-hydroxy- 
succinimide dans 50 cm 3 de dimethylf ormamide . L' evolution de la 
reaction est suivie par chromatographic en couche mince. Apres 
evaporation du solvant sous pression r6duite (20 mm de mercure) , 
le produit est purifie par chromatographie sur silice en eluant 
par des melanges chloroforme-methanol contenant progressivement 
de 1 a 10 % de methanol. 

On obtient ainsi 5,21 g de N-trityl L alanyl-L 
leucyl-primaquine que l'on traite par 50 cm" 3 d'acide acetique 
a 75 %. Le precipite de triphenyl-carbinol est separg par 
filtration, puis le filtrat est neutralise a froid par addition 
d'ammoniaque concentree (50 cm J ) jusqu'a pH 7. Apres extraction 
du melange reactionnel par le chloroforme, la phase organique es 
s6ch€e sur sulfate de sodium. Apres filtration et evaporation 
du solvant sous pression reduite (20 mm de mercure) , on obtient 
3,45 g de L alanyl-L leucyl-primaquine. 
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A 3,45 g de L alanyl- L leucyl-primaquine (7,78 iwnoles) , 
on ajoute 15,58 cm 3 d'une solution d'acidc chlorhydrique normal. 
On obtient ainsi une solution de dichlorhydrate do L alanyl-L 
leucyl-primaquine qui est lyophilisce. 

3. Preparation d ' asialof ctuine- L alanyl-L leucyl-primaquine. 

On dissout 332 mg d 'asialof etuine (7 10" 5 mmoles) dans 
2,5 cm 3 de tampon phosphate (Phosphate Buffer Saline) et on ajoute 
50 mg de dichlorhydrate de L alanyl-L leucyl-primaquine et 50 ng 
de Sthyl-1 (dim6thylamino-3 propyl) -3 carbodiimide . On laisse 
en contact pendant 15 heures a l'abri de la lumiere et a une 
temperature voisine de 20°C. Le melange reactionnel est filtre 
sur une colonne de 125 cm 3 de Biogel P-100. On recueille des 
fractions de 150 gouttes. 

L ' asialof etuine-L alanyl-L leucyl-primaquine est 
recueillie dans les fractions 6 a 12. 

L 'asialofetuine peut etre preparee de la maniere 

suivante : 

Une solution de 1 g de fetuine (Sigma Chen., Etats- 
Unis) dans 10 cm J de tampon acetate 0,2 M a pH 5,5 est passee, 
en circuit ferine, a travers une colonne de neuraminidase 
insolubilisee (Sigma Chem. , Etats-Unis) maintenue a 45 C C. 
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16. 



Apres 48 heures, la solution d 1 asialof etuine est 
recuperec; le gel est lave par du chlorure cle sodium 2 M ct 
l'acide sialique est 61iminS par dialyse de la solution pendant 
12 heures contre de l'eau distillee. L ' asialof etuine est purifiee 
par passage sur une colonne de 125 cm 3 de D::A! : . cellulose qui est 
SluSe par du tampon Tris 0,01 M a pll S. Des fractions de 
150 gouttes sont recueillies a l'aide d'un collecteur de fraction 
Gilson. Les tubes contenant 1 1 asialof etuine sont reunis et la 
solution est dialysSe contre de l'eau puis lyophilisee. 

La presente invention concerne egalement les composition: 
medicinales contenant les nouvelles formes pharmaceutiques selon 
1' invention seules ou en association avec un ou plusieurs diluants 
ou adjuvants compatibles. Ces compositions pourront etre adminis- 
trees par voie parenterale. 

Les compositions selon 1' invention pour administration 
parenterale peuvent etre des solutions steriles aqueuses ou ncn 
aqueuses, des suspensions ou des emulsions. Comme solvant ou 
vehicule, on peut employer le propylene-glycol, un polyethyiene- 
glycol, des huiles vegetales, en particulier l'huile d'olive, 
ou des esters organiques injectables, par exemple l'oleate d'lthyle 
Ces compositions peuvent ggalement comprendre des agents mouillants 
Smulsifiants et dispersants. La sterilisation peut se faire de 
plusieurs fagons, par exemple a l'aide d'un filtre bactgriologique, 
en incorporant a la composition des agents stSril isants ou par 
irradiation. Elles peuvent etre egalement preparees sous forme 
de compositions solides stSriles qui peuvent etre dissoutcs au 
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moment de l'emploi dans de l'eau sterile ou tout autre milieu 
st6rile injectable. 

L'exemple suivant illustre une composition scion 
1' invention. 

EXEMPLE . 

On prepare selon la technique habituelle 100 cm 3 d'une 
solution stSrile contenant une quantitc de BSA-succinyl-L-ala- 
L-leu-L-ala-L-leu-daunorubicine correspondant a 100 mg de 
daunorubicine libre. Cette solution est administree en perfusion 
lente. 
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REVENDICATIONS 



1. Une nouvelle forme pharmaceutique d'un medicament caracteris6- 
en ce qu'elle est representee schematiqucmcnt par : 

Vecteur-br as -Drogue 

dans lequel 

-"drogue" represente un principe actif qui contient une fonction 
amine libre 

-"bras" est une chaine de nature peptidiquc representee par 
l'enchainement 



dans lequel L Leu represente un reste L leucyl lie paT sa 
fonction carboxylique a la fonction amine de la drogue et X 
represente 1, 2 ou 3 a'minoacides , identiques ou diffeTents, 
choisis parmi la L-alanine, la glycine cu la L leucine, dont 
•une fonction amine terninale est eventuellenent succinylee, 
et "vecteur" est une macromolecule de nature proteinique dont 
la nature est liee a 1 'action recherchee de la drogue. 



.4 
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2. Une nouvelle forme pharraaceutique selon la revcndication 1 
caract6risce en ce que la drogue est choisic parmi des 
anthracyclines antitumorales et des quinolcines antimalar iqucs . 

3. Nouvelle forme pharmaccutique selon la revendication 2 
caract6ris6e en ce que la drogue est choisic parn;i la 
daunorubicine et la primaquine. 

4. Nouvelle forme phamiaceutique selon l'unc des revendications 

1 ou 2 caracterisee en ce que le bras contient 1 ' enchainement 
L-ala-L-leu, L-ala-L-leu-L-ala-L-lcu , (L-ala) ^-L-leu , gly-L- 
leu-gly-L-leu, L-ala-L-leu-gly-L-leu. 

5. Nouvelle forme pharraaceutique selon l'unc des revendications 
1, 2 ou 3 caracterisee en ce que le vecteur est choisi parmi 
la serum albumine bovine, la fetuine, 1 ' immunoglobuline ou 
l'asialofetuine. 

6. Un proc6d§ de preparation d'une nouvelle forme pharnaceutique 
selon la revendication 1 caracterise en ce que l'on fait 
reagir un produit de formule gSnSrale : 

X - L - leu - Drogue 

dans laquelle "Drogue" et L Leu-X sont definis comme dans la 
revendication 1, sur une protcinc dans les conditions 
appropriees pour creer une liaison pcptidique entre la fonction 



r 
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amine libre de 1 1 aminoacide terminal du produit de formule 
generale X - L - leu - Drogue et les fonctions acic'.es libres 
de la protSine, et isole le produit ainsi obtenu. 

7. Un proc£de de preparation d'une nouvelle forme pharmaceutique 
selon la revendication 1 carac'tSrise en ce que l'on fait 
rSagir le produit de formule gSnorale : 

N-succinyl-X-L-leu-drogue 

dans laquelle "drogue" et X-L-leu sont dCfinis corane dans la 
revendication 1, obtenu par succinylation du produit de forrcule 
gSnSrale 

X-L-leu-drogue 

sur une protSine dans les conditions appropriees pour creer une 
liaison peptidique entre la fonction carboxyle libre du succinyl 
terminal du produit de formule genorale 

N-succinyl-X-L- leu-drogue 

et les fonctions amines libres de la proteine, et isole le 
produit ainsi obtenu. 
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8. Procede de preparation d'une nouv'elle forme pharmaceutique 
selon l'une quelconque des revendications 6 et 7 , 'characte- 
rise en ce que la reaction s'effectue dans un milieu 
tamponne convenable tel cu'un milieu au tampon phosphate 
(Phosphate Buffer Saline) en presence d'un agent de conden- 
sation tel qu'un carbodiimide comme l'ethyl-l (dimethyl- 
amino-3 propyl) -3 carbodiimide a une temperature comprise 
entre 0 et 30°C. 

9. Procede suivant la revendication 8, caracterise en ce 
qu'on opere en 1' absence de lumiere. 

10. A titre de moyen pour la mise en oeuvre du procede selon la. 
revendication 6, le produit de formule generale : ' 

X - L - leu - Drogue 

dans laquelle Drogue - L leu et X sont definis comme dans 
la revendication 1. 

11. Produit suivant la revendication 10, caracterise en ce 
qu'il est obtenu par condensation d'un aminoacice convena- 
ble ou d'un peptide sous forme acide dont les foncticns 
amines sont protegees avec une drogue portant une fonction 
amine libre ou un derivg de cette drogue portant une 
fonction amine libre en presence d'un agent de condensation 
selon les methodes habituelles utilisees en chimie peptidiqu 
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12. Composition medicinale caracterisee en ce qu'elle est 
constitute par la nouvelle forme pharaaceutique selon 
la revendication 1, eventuellement en association avec un 
ou plusieurs diluants ou adjuvants compatibles. 

Bruxelles le3 1 MARS 1980 

Ppon.: INSTITUT INTERNATIONAL DE 
PATHOLOGIE CELLULAIRE ET 
MOLECULAIRE 

Ppon.: CABINET BEDE,R.van Schoonbeek 
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